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1. Osszefoglalas

Az egészségtudatos fogyasztdi attitlid terjedésével egyre népszerlibbek a jotékony hatasu funkciondlis
élelmiszerek, amelyek bizonyitottan pozitivan befolyasolhatjdk az egészségi allapotot és kilonbdzé
betegségek kialakulasanak kockazatat is csdkkenthetik. Kutatasunkban a prebiotikus élelemiszereken belll
az oligoszacharidokkal, azon bellll is a frukto-oligoszacharidokkal foglalkoztunk. A piaci igényeket kielégité
nagymeértékdi ipari el6allitast féként reaktorokban végzik, igy célzott kutatasok zajlanak annak érdekében, hogy
minél magasabb foku konverziét érjenek el, és ennek megvaldsitasahoz sziikséges optimalizalni az egyes
beadllitasi paramétereket. A szacharézbdl kiinduld enzimes szintézis végezhetd szakaszos, illetve folyamatos
Uzemmodu reaktorokban. Kutatdsunkban a szakaszos, illetve folyamatos Uzemi reaktorokban toérténd
szacharoz-frukto-oligoszacharid konverziét vizsgaltuk, valamint azokat a muveleti paramétereket, amelyek
nagymeértékben befolyasoljak a frukto-oligoszacharidok kihozatalat. A szachardz-frukto-oligoszacharid
atalakulast folytonos GzemU enzimes membranreaktorban 6 kisérlettel kildonb6z6 paraméter kombinacidkban
vizsgaltuk az enzimkoncentracio (5-40 g/kg) és atartézkodasiidd (1,1-2,0 h) valtoztatasaval. Az elvezetett termék
szénhidrat Osszetételének vizsgalatat nagy hatékonysagu folyadékkromatografiaval végeztik. A szakaszos
Uzemu kever@s-tartalyreaktorban végzett szintézis soran a szacharéz koncentracié tébb mint felére csékkent
a kiindulasi koncentraciohoz képest, mig a frukto-oligoszacharidok hozzavetélegesen 45%-ban jelentek meg
a termékben. Eredményeink azt mutatjak, hogy bar az enzimes membranreaktor a termékhozam tekintetében
alul teljesit a kevert tartalyos reaktorral szemben (45% vs 9,5-40,5%), lehetévé teszi az enzimmentes frukto-
oligoszacharidok folyamatos eldallitasat. Nagyobb enzim koncentracié és/vagy hosszabb tartézkodasi id8
alkalmazasaval a termékaramban magasabb polimerizacios foku frukto-oligoszacharidok (GF3) is megjelentek.
Az eredmények alapjan meghataroztuk az adott paraméterek optimalis beallitasait, hogy a leheté legmagasabb
foku konverziét tudjuk elémi.
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2. Bevezetés

Napjainkban egyre fontosabba valik, hogy az elfogyasztott élelmiszereknek az egészségre pozitiv hatasa
is legyen [2]. A funkcionalis élelmiszerek pozitiv hatasokkal rendelkezhetnek, tébbek kdz6tt emésztésjavitd
hatassal, csokkentik a koleszterinszintet és a szivbetegségek kockazatat, csdkkentik a killonb6zé daganatos
megbetegedések kockazatat illetve javitja a mentalis és fizikai teljesitményt [3]. A funkcionalis élelmiszerek
k6zé tartoznak a probiotikumok is, amelyeknek fontos szerepe van tobbek kdzott az optimalis bélmikodés
biztositasaban, a megfelel6 vastagbél mikrofléra 6sszetétel kialakitasaban, a bél limfoid szdvet funkcidjanak
szabalyozasaban [4]. A probiotikum jelenlegi fogalmat az ILSI Europe (International Life Science in Europe)
FUFOSE (Functional Food Science in Europe) programjan belll hataroztak meg. A probiotikus taplalék, olyan
él6 mikroorganizmusokkal valé kiegészitett élelmiszert jelent, melynek elfogyasztasa jotékony hatassal van
az emberi szervezetre [5].

A prebiotikumok olyan nem emészthetd élelmiszer-6sszetevék, amelyek a szelektiv metabolizmusoknak
készdnhetéen kedvezden hatnak a béltraktusban Iévé baktériumok névekedésére, és hogy ezek a joétékony
mikroorganizmusok megfeleld mennyiségben legyenek jelen. A prebiotikumok tehat szubsztratok a mar
bélrendszerben él6 baktériumok szamdra, elésegitve a novekedésiiket, aktivitdsukat. igy lehetéséget
adva egy egészségesebb mikroflora kialakulasara, amely az egészségi allapotot pozitivan befolyasolja
[6]. A prebiotikumok elényei, hogy kémiailag és fizikailag stabilak, széles kdrben alkalmazhatdak, valamint
hozzajarulnak az élelmiszerek iz és aroma kialakitasahoz. Ahhoz, hogy a prebiotikumokat élelmiszer-
Osszetevéként alkalmazzak, tisztazni kell a kritériumokat. A készitmény:

o ellenallé legyen a gyomor savassagaval szemben, képesség a gyomor-bélrendszeri
felszivédasra,

o erjeszthetd legyen a bélrendszerben talalhaté mikroorganizmusok szamara,

o serkentse a jotékony baktériumok ndvekedését és aktivitasat.

A fent emlitett kritériumok mindegyike nélklldzhetetlen, de mégis a legfontosabb és legnehezebben
megvaldsulo a fent felsoroltak kézil a harmadik [7].

Jelenleg a frukto-oligoszacharidok, galakto-oligoszacharidok, a laktuléz és az inulin azok a prebiotikumok,
amelyek mindharom kritériumnak megfelelnek. Az oligoszacharidok és el8allitasanak lehetéségei. Az
oligoszacharid név alatt a 3-10 monoszacharid egységbdl felépllé glikozidos vegylleteket értlink [8].
Kinyerhetjik 6ket enzimatikus hidrolizissel kilénb6z8 biomasszakbdl, illetve egyszerl oligoszacharidokbdl
enzimatikus transzfer reakciéval. A f6 prebiotikus oligoszacharidok a piacon a frukto-oligoszacharidok,
a galakto-oligoszacharidok és az inulin [6]. A frukto-oligoszacharidok olyan emészthetetlen élelmiszer-
Osszetevdk, amelyek bizonyitottan erdsitik az immunrendszert, javitjdk a bélmdkddést, gatoljak a korokozé
mikroorganizmusok névekedését, szaporodasat, illetve csdkkentik a daganatos betegségek kialakulasanak
kockazatat is [9]. Tovabba olyan linearis fruktéz egységekbdl feléplilé oligoszacharidok, amelyek B-(1-2)
glikozidos kotéssel kapcsolddnak és szamos mikroorganizmusban, illetve ndvényben megtalalhatd fruktozil
transzferaz enzim segitségével eléallithatok. A frukto-oligoszacharidok legegyszer(ibb képvisel6je az 1-kesztoz
(GF2), amely kett6 fruktéz molekuldt és egy glikdz egységet tartalmaz. Tovabbi képvisel§je a nisztoz (GF3),
amely egy glikdz és harom fruktdz molekulat tartalmaz; 1F-fruktozilnisztéz (GF4), amely egy glikdz és négy
fruktéz molekulabdl épul fel [10].

A frukto-oligoszacharidok szerkezeti azonositasara és mennyiségi meghatarozasara analitikai technikak
széles skaldja alkalmazhaté. Ezeket Erd6s és munkatarsai (2018) altal jegyzett korabbi tanulmanyunkban
foglaltuk 6ssze [11]. Aklldnb6z8 polimerizaltsagi foku frukto-oligoszacharidok mennyiségi meghatarozasanak
legelterjedtebb modszere a kationcserés (Na+, Ag+, Ca2+) oszlopos nagy teljesitményti folyadékkromatografia
(HPLC) [12]. A frukto-oligoszacharidok el8allitasat tekintve tébbféle gyakran alkalmazott eljaras létezik. A
termelés megvaldsithatd szakaszos Uzemmaoddu keverds-tartalyreaktorban, folytonos Gzemmodu enzimes
membranreaktorban, illetve rogzitett enzimes eljarassal.

3. Anyagok és mdédszerek

A frukto-oligoszacharidok szintéziséhez a Magyar Cukor Manufaktira Kft. altal el8allitott szachardzt
alkalmaztunk (Diamant Kristalycukor). Tovabba ioncserélt vizet hasznaltunk az oldatok elkészitésére. Az
elkészitett oldat megfeleld pH beallitasahoz 1MNaOH-ot illetve 10% HCI-ot hasznaltunk. A szintézishez
felhasznalt enzim a Pectinex Ultra SP-L volt, amelyet a Novozymes vallalat (Bagsvaerd, Dania) allit el6. A jelen
pektinaz Aspergillus aculeatus fajbdl izolalt enzim, amelynek optimalis mikddéséhez sziikséges feltételei: pH
optimum 5,5-6,5, hémérséklet 50-55 °C.
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3.1. Frukto-oligoszacharidok bioszintézise szakaszos lizem( keverds-tartalyreaktorban

A frukto-oligoszacharidok szakaszos lizem( szintézisét harom parhuzamos méréssel végeztiik. Osszefoglalva
ezeket a |épéseket:

1. A termoblokk bekapcsolasa, 90 °C-ra valo felflitése.

2 400 g/kg koncentracioju szachardz oldat elkészitése.

3. Az elkészitett szachardz oldat felmelegitése 50 °C-ra, keverés mellett.

4. Az oldat pH-janak beallitasa (pH = 5,5-6,0).

5. 2 g/kg Pectinex Ultra SP-L adagolasa a szachardz oldatba.

6. Mintavétel meghatérozott id6pontokban.

7. Mintavétel utan azonnali hékezelés a termoblokkban, 90 °C-on, 30 percig.
8. HPLC analizisig a mintékat fagyasztéban kell tarolni.

Az elsé lépés az elvezetett termékekben 1évé enzimek inaktivalasahoz sziikséges termoblokk (Grant QBT4,
Cambridge, Anglia) bekapcsolasa és felflitése 90 °C-ra. Majd adott koncentracioju szacharéz oldat elkészitése,
jelen esetben ehhez 200 g szachardzt és 800 g ioncserélt vizet alkalmaztunk, amelyet teljes oldddasig
kevertettiink. Az elkészilt oldatbdl 200-200-200 g-ot mértiink ki harom 500ml-es Erlenmeyer lombikba. Az
oldatok felmelegitését 50 °C-ra keramia lapos digitalis flitélappal (IKA C-MAG HS 7) végeztik folyamatos
kevertetés mellett. A f(it6lap az IKA-Werke vallalat terméke (Staufen, Németorszag), amelyhez csatlakoztatva
a h6mérséklet szabalyozé egységet (IKA ETS D-5, IKA-Werke, Staufen, Németorszag), amellyel az oldatokat
allandé hémérsékleten tudtuk tartani. A szachardz oldatok hémérsékletének stabilizalédasa utan az enzim
optimalis miikédéséhez sziikséges pH 5,5-6,0 beallitasa kdvetkezett, amelyet 1 M koncentracioju HCI oldattal
értink el. A folyamatosan kevertetett oldathoz 2 g/kg koncentracioju Pectinex Ultra SP-L-t adtunk, majd
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mintavételt végeztiink a 0. idépillanatban. A kisérlet els6 4 6rajaban fél éranként, majd a kdvetkezd 3 éraban
oranként tortént, legvégul pedig a 23,5 érakor és 24 6rakor tortént a mintavétel. Az oldatbdl elvett mintakat
azonnal a 90 °C-os termoblokkba helyeztlik 30 percre az enzim inaktivalasanak céljabol. Az igy 39 mintabdl
allo sorozatot higitas utan HPLC-vel vizsgaltuk a szénhidrat 6sszetétel meghatarozasa miatt.

3.2. Frukto-oligoszacharidok bioszintézise folytonos ilizemii enzimes membranreaktorban

Afolytonos GizemU enzimes membranreaktor felépitését a 1. abra mutatja be. A reaktorba (TK-1) meghatarozott
mennyiségl friss, meghatarozott koncentraciéju szachardz oldat kerllt, amelyet a termosztat allando
hémérsékleten tart. A kivant hdmérséklet elérésekor enzim adagolasa sziikséges a cukor oldatba, amelyet
az ultraszlir6 membranon (M-1) keresztll cirkulaltat egy szivattyu (P-1). A membranszliréshez alkalmazott
ultraszlré membran (UF) egy 0,37 m? aktiv fellletli, 20 kDa vagasi érték( spirdltekercs szliré modul, ami
a Synder Filtration vallalat (Vacaville, USA) terméke. A reaktorban (TK-1) az oldat allandé térfogatat egy
szintérzékel6hdz (LSN 107) csatlakoztatott perisztaltikus pumpa (P-2) biztositja. Az elvezetett permeatum
térfogatanak megfelel6 mennyiségu friss oldat a taptartalybdl (TK-2) kerll a reaktorba (TK-1). A szlrés
hajtéereje a retentatum és a permeatum oldal kéz6tti transzmembran nyomaskilénbség (Ap). A retentatum
oldali nyomast szelep (V-1) segitségével lehet szabalyozni. A membran két oldala kézétti nyomaskildnbséget
amembran két oldalan elhelyezett nyomasmérdé (PIT 102 és PIT 103) mutatja. A permeatum térfogataramat egy
perisztaltikus szivattyu (P-3) fordulatszamanak beallitasaval lehetséges allando értéken tartani. A permeatum
Osszegyljtése a TK-3 permeatum tartalyban toérténik. Az elvezetett termék nem tartalmaz enzimet.

A frukto-oligoszacharidok szintézisét folytonos UzemU enzimes membranreaktorban végeztik. Elsé
lépésként a szachardz oldatot készitettlink el, amelynek a koncentracioja minden oldat esetén 400 g/kg. A
reakcio megfeleld végbemeneteléhez — a szachar6z magas konverzidjahoz- viszonylag magas szachar6z
elkészilt oldatot. Ez a h6mérséklet az alkalmazott enzim hémérsékleti optimuma is. Az enzim megfelel6
mikodéséhez pH beallitas is sziikséges volt, jelen esetben ez pH 5,5, amelyet 1 M koncentracioju HCI
oldattal értiink el. A TK-1 reaktorba 2 kg mennyiségu friss, 400 g/kg koncentracioju, 50 °C-ra felmelegitett
szacharéz oldat kerllt, amelyet a termosztat allandé hémérsékleten tartott. Ezek voltak a fix paraméterek
a kisérlet sorozat alatt. Amikor az oldat hémérséklete allandosult, Pectinex Ultra SP-L enzimet adagoltunk
a szacharéz oldatba, amelyet az ultraszlré membranon (M-1) keresztll cirkuldltat egy szivattyu (P-1). Az
alkalmazott enzimmennyiségeket a 1. tablazat mutatja be.

A TK-1 reaktorban allandé térfogatl a szachardz oldat, hiszen a szintérzékelé (LSN 107) segitségével az
elvezetett termék mennyiségével megegyezd friss oldatot taplal be a perisztaltikus szivattyu (P-2) a TK-1
tartdlyba. Megfelel6 mennyiségl friss oldat a taptartalybdl (TK-2) kerll a reaktorba. A retentatum oldali
nyomast szelep (V-1) segitségével szabalyoztuk és ezaltal allandé értéken tartottuk. A nyomaskilonbséget
a membran két oldalan elhelyezett nyomasmérd segitségével lehetett figyelni. A permeatum térfogataramat
a perisztaltikus szivattyu fordulatszamanak beallitasaval tartottuk allandé értéken. Az elvezetett termék a
permeatum tartalyban kerUlt 6sszegyUjtésre, amely nem tartalmazott enzimet a membrannak készonhetéen.
A bedllitott paraméterektdl fliggden alakult a frukto-oligoszacharidok, glikéz és szachar6z mennyiségének
eloszlasa az elvezetett termékben.

A szacharéz-frukto-oligoszacharid atalakulast folytonos izemd enzimes membranreaktorban 6 kisérlet révén
vizsgaltuk. Mindegyik kisérletben kilonbdz8 paramétereket allitottunk be, amelyeket a 1. tablazat mutatja
be.

1.tabldzat. A folytonos miikédésl enzimes membranreaktor kiilbnbéz4 bedllitasi paraméterei

. . - Perisztaltikus Tartézkodasi id6

Mérés Enzimkoncentracio [g/kg] pumpa ford.szama [h]
(p-3) [rpm]

1 5 24 11

2 5 12 2,1

3 15 12 2,1

4 20 12 1,7

5 50 12 1,6

6 40 16 2,0

A kovetkezd paramétereket fixen tartottuk mind a hat kisérletben: a reaktorban 1évé oldat tdmegét, a szacharéz
koncentraciot és a hémérsékletet. A valtozé értékek pedig az enzim koncentracio, illetve a tartézkodasi idé.
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40 w/w%-os szachardz oldatot készitettlink, amelyet a cukorkristalyok teljes feloldédasaig kevertiink, majd
a pH-t beallitottuk 5,6 értékre 1M NaOH illetve 10% HCI segitségével. Ezutan 2 kg oldat keriilt az enzimes
membranreaktorba. Amikor az oldat a termosztat segitségével elérte az 50 °C-ot, majd az elsé kisérletben
hozzaadtunk 5 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet. Kovetkezd Iépésként a cirkulaltaté szivattydt 0,15 m®/h
térfogataramra, majd a retentatum oldali nyomast szabalyozo szelepet 1,0 bar-ra, a permeatum oldali szivattyu
sebességét pedig 24 rpm-re allitottuk be. A kisérlet soran az oldat mennyisége allandé volt a reaktorban,
hiszen a szintérzékel® segitségével a taptartalybol az elvezetett termékkel megegyez6é mennyiségu friss, 50
°C-os szachardz oldatot vezetett a reaktorba.

A masodik kisérlet soran az el6z6h6z hasonldan valtozatlan mennyiségu (5 g/kg) Pectinex Ultra SP-L enzimet
adtunk a rendszerhez. Az el6z6 méréshez képest csokkentettlik a szivattyu fordulatszamat 24 rpm-rél 12
rpm-re, a tobbi paramétert valtozatlanul hagytuk.

A harmadik kisérlet megndvelt mennyiségu, azaz 15 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet adtunk a rendszerhez.

A negyedik kisérlet soran hozzaadtunk 20 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet. A tébbi paraméter valtozatlan
maradt.

Az 6todik kisérlet soran 50 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet adtunk az oldathoz. A tébbi paraméter valtozatlan
maradt.

A hatodik kisérlet esetén 40 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet hasznaltunk. A szivattyu fordulatszamat az
el6z6ekhez képest 12 rpm-rél 16 rpm-re valtoztattuk, de a tdbbi paraméter valtozatlan maradt.

A mérés soran vett mintakat a kdvetkez6képpen higitottuk: 200ul minta és 800ul desztillalt viz. Erre azért
volt szilkség, hogy a mintak koncentracidja biztosan a kalibralt méréstartomanyba essen. A HPLC analizis
megkezdéséig az elkészitett mintakat fagyasztéban taroltuk. Az analizis segitségével meghataroztuk a mintak
szénhidrat Osszetételét a mintavételi id6 figgveényében.

3.3. Nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)

A permeatum szénhidrat-Osszetételének vizsgalatat egy széleskdrben elterjedt, standard HPLC mddszer
adaptalasaval végeztiik a kalibracié elvégzése utan [12]. A vizsgalni kivant mintakat el8szor higitottuk, majd
behelyeztiik a mintaadagoldba. Az alkalmazott mozgo fazis ioncserélt viz, amelyet egy szivattyu segitségével
vezetlnk végig a rendszeren. A desztillalt viz az eluens tartalybdl el6sz6r a vakuum gaztalanité egységbe kerdil
(Spectra System SCM1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). A vakuum gaztalanito segitségével a
mozgo fazisbdl eltavolithatdak az oldott gazok, amelyek negativan befolyasolhatjak a mérést. A mozgo fazisba
keriilé légbuborékok zavarjak a szivattyu egyenletes és folyamatos m(ikddését és igy nem tud ugyanakkora
térfogatu eluenst szallitani. Kdvetkezd l1épésként az elkészitett mintakat az automatikus mintavevd (Spectra
SERIES AS100, Spectra-Physics, Fermont, USA) a mozgé fazisba juttatja. A mozgé fazis tovabb szallitja
a mintat. Az automata mintavevd termosztatjaban talalhaté a véddoszlop (Rezex RNM-Carbohydrate Na+
(8 %), Phenomenex, Torrance, USA), amelyet az analitikai oszlop védelmében alkalmaznak, illetve a HPLC
oszlop (Rezex RNM-Carbohydrate Na+ (8%), Phenomenex, Torrance, USA). Fontos a reprodukalhatésag
szempontjabdl, hogy mindkett§ oszlop allandé hémérsékleten legyen, jelen esetben 50 °C, amelyet a
termosztat biztosit. A minta vegyiletei kiilénb6z6 sebességekkel mozognak az allé fazisban, igy kilénbdzé
id6pillanatokban fogjak elhagyni az oszlopot. Az adott id6pillanatban kilépd vegylletek a detektorba jutva a
optilab Chromatographie technik GmbH, Berlin, Germany) a jelet az analég/digital jelatalakitohoz (N2000
Chromatography Data System, Science Technology (Hangzhou) Inc., Kina) kuldi. Az elkészilt digitalis jelet a
szamitdégép dolgozza fel. A kromatogramok értékelését Surwit® 2000 (N2000 Photographic Data Workstation,
Science Technology Inc., Hangzhou., Kina) szoftvercsomag segitségével végeztik. A vegylletek mas és mas
retencids ideje alapjan megkilénboztethetéek és az egyes alkotokhoz tartozé csucsok (peak) terlleteinek

4. Eredmények és értékelésiik

A szachardz-frukto-oligoszacharid atalakulast vizsgaltuk szakaszos UzemU kever@s-tartalyreaktorban illetve
folytonos Gizemd membranos enzimreaktorban. Minden kisérlet esetében 400 g/kg koncentracidju szacharéz
oldatot alkalmaztuk. Kilénb6z8 paraméterek valtoztatasa révén vizsgaltuk a szachardz-frukto-oligoszacharid
konverzié fokat, amelyeket az alabbiakban mutatunk.

4.1. Szacharoz-frukto-oligoszacharid atalakulas vizsgalata szakaszos lizemi keverés-
tartalyreaktorban

A szacharéz-frukto-oligoszacharid atalakulasat harom parhuzamos mérés soran vizsgaltuk szakaszos izem(
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kever&s-tartalyreaktorban (STR). A kisérlet célja, hogy adott beallitasok mellett meghatarozzam a konverzié
hatasfokat. A kiindulasi oldatként egy 40 w/w %-0s szacharéz oldatot alkalmaztunk, amelyhez a megfeleld
hémérséklet és pH elérése utan adtuk hozza a 2 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet. Megfelel6 id6kdzénként
mintat vettlink, majd hékezelés révén inaktivaltuk a termékben lévé enzimet. A mintakat HPLC analizis ala
vetettik. A kdvetkezd diagram mutatja be a kapott szénhidrat dsszetételi adatokat (2. abra).
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2. dbra. Szachardz-frukto-oligoszacharid dtalakulds szakaszos lizem( keverds-tartalyreaktorban (G — gliikoz,
GF - szachardz, GF2 - 1-kesztoz, GF3 — nisztdz, F — fruktdz, Total FOS - ésszes frukto-oligoszacharid)
(Paraméterek: 400 g/kg koncentrdcidju szachardz oldat, hémérséklet: 50 °C, pH = 5,6, enzimkoncentracio: 2 g/kg,
inaktivalas: 90 °C-os termoblokkban 30 percig)

A diagram alapjan megallapithatd, hogy a szachar6z koncentraciéban hozzavetélegesen 20%-o0s cstkkenés
érhetd el mar a mérés elsé négy orajaban, a reakcid végére pedig mar 60-70%-os csdkkenés. A frukto-
oligoszacharidok hozzavet8legesen 45 %-ban vannak jelen a végtermékben. Megallapithatd, hogy a szakaszos
UzemU keverds-tartalyreaktorban végzett enzimes katalizissel magas frukto-oligoszacharid atalakulast lehet
elérni. Viszont a hatranya, hogy az elvezetett termék enzimet tartalmaz, igy azt tovabbi Iépésekben el kell
tavolitani és tisztitani szilkséges a terméket. Az enzim inaktivalast 90 °C-on 30 percig végeztik. A gyartdk
szamara az enzim inaktivalasa tovabbi kdltségeket jelent, tovabba idéigényesebb eljaras is, viszont nagyon jo
konverzios hatasfok érhetd el ezzel a modszerrel.

4.2. Szacharoz-frukto-oligoszacharid konverzio vizsgalata folytonos lizemii enzimes
membranreaktorban

A szacharéz-frukto-oligoszacharid atalakulasat 6 révid tavu (8-10 6ras) kisérlettel vizsgaltuk. A kisérleteket
a fent bemutatott folytonos lzem( enzimes membranreaktorban végeztik. A kisérletsorozat célja egy
olyan optimalis beallitas meghatarozasa volt, amellyel megallapithaté a legjobb konverzidés hatasfok és az
allandésult allapot ('steady-state’) kialakulasanak kériilményei. A mérés soran sziikséges volt a tartézkodasi
idét is meghatarozni: meghatarozott idékdézonként egy ismert tdmegli mintatarté edénybe a permeatumbdl
mintat kellett venni, majd a mintavétel id6tartamat megmérni. Ezutan a permeatum mintaval teli edény
tdmegének megmeérése. A tartdézkodasi id6t az alabbi képlet alapjan lehet meghatarozni:

minta témege — mintatarto témege (kg)

mért idé (h)

1= . (h)
reaktor tomege (kg)

ahol,

T, - tartézkodasi id6 (h),

minta tdmege = a mintatarté + idéegység alatt levett minta tomege (kg),
mintatarté tdmege - lres mintatarté edény témege (kg),

reaktor tdmege — minden esetben 2 kg.
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A kisérletek paramétereinek bedllitasat a 1. tablazat értékei szerint készitettiik el.
A hat kisérlet kdzUl kivalasztottunk egyet, hogy bemutassuk a kisérleti lefutast.

A hatodik kisérlet esetén a 40 w/w%-0s szachardz oldat megfelel6 hémérsékletének és pH-janak elérése
utan hozzaadtuk a 40 g/kg Pectinex Ultra SP-L enzimet. llletve a permeatum oldali szivattyu sebességét
pedig 16 rpm-re allitottuk. A hatodik kisérlet mérési eredményeit a kdvetkezd dbra mutatja be (3. abra).
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3. abra. Szénhidrat-koncentrdcio a mintavételi idé fliggvényében. G - gliikdz, GF - szachardz, GF2 — 1-kesztdz,
2 kg, hémérseéklet: 50°C, pH=5,5, transzmembran nyomaskuilénbség: 1 bar, valtozoé paraméterek: enzimkoncentracio:
40 g/kg,permeatum oldali szivattyu sebessége: 16rpm, tartézkodasi idd: 2,07)

A hatodik kisérletben a szivattyu térfogataramat az el6z6 kisérletben beallitott 12 rpm-rél 16 rpm-re ndveltik, az
enzimkoncentraciot pedig 50 g/kg-rél csokkentettik 40 g/kg-ra. A szacharoz-frukto-oligoszacharid konverzio
mértéke egyre nagyobbnak adddott. A szachardz koncentracidjanak hozzavetélegesen 55-60%-0s csdkkenése
figyelhetd meg. A permeatum oldali szivattyd megnovelt sebességének és a magas enzimkoncentracio
alkalmazasaval a szachardz (GF) koncentracidja lecsokkent és a keletkezett termékek (GF2, GF3) koncentracidja
megnovekedett az el6zd kisérletekhez képest. Melléktermékként glikoz (G) és kis mennyiségben fruktoz (F)
keletkezett.

A szacharéz-frukto-oligoszacharid konverzié hatasfoka fligg az enzim koncentraciojatdl, illetve a tartozkodasi
hatasfoka. Ha a tartozkodasi id6t ndveljik ugyanakkora enzim koncentracié mellett, akkor szintén ndvekedik
a szachardz-frukto-oligoszacharid atalakulas hatasfoka. Tovabba magas enzimkoncentracio alkalmazasaval
magasabb polimerizaciés foku frukto-oligoszacharidok képzdédtek, igy ha ezt a terméket szeretnénk nagyobb
mennyiségben eléallitani, akkor javasolt a magas enzimkoncentracié alkalmazasa. A kisérlet soran egy
bizonyos id6 utan beall az ugynevezett egyensulyi (steady-state) allapot, amikor az egyes méréseknél a
membranreaktor permeatum (kimend) aramaban a szénhidrat-frakciok koncentracidja idében allanddsul.

5. A konverzié hatasfokanak vizsgalata

A kisérletsorozat soran a legjobb konverziés hatasfokra kell térekedni, melyeket a mérési paraméterekkel lehet
befolyasolni. Ezek a paraméterek a rendszerhez adott enzimkoncentracié és a permeatum oldali perisztaltikus
szivattyu sebességével valtoztathatd tartézkodasi id6. Lathatd, hogy a perisztaltikus szivattyu sebességének
ndvelésével a vizsgalt szachardz oldat tul gyorsan aramolt keresztll a rendszeren, igy az enzimnek nem volt
elég ideje a szachardz atalakitasara. Az enzimkoncentracié névelésével pedig gyorsabb konverziét lehetett
elérni, tehat a tartdzkodasi id6 is lecsokkent. Ahhoz, hogy meghatarozhaté legyen a leghatékonyabb bedllitasi
paramétereket, a kdvetkez6képpen szamoltunk, minden minta tartézkodasi idejébdl (r) szamtani atlagot
szamoltunk, majd ezt az atlagot megszoroztuk az adott kisérlet soran alkalmazott enzimkoncentracidjaval
(cp) (atlag T x c,). Ezt az értéket pedig az egyes komponensek allanddsult koncentracidinak atlag értékének
fliggvényében abrazoltuk, és a komponensek esetében az utolsd 3 érték szamtani atlagat szamitottuk. A
mérési értékeket a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tabldazat. Komponens koncentrdciok (G - gliikdz, GF - szachardz, GF2 — 1-kesztdz, GF3 — nisztoz, Total FOS — &sszes

hémeérséklet: 50 °C, pH=5,5, transzmembran nyomaskdilénbség 1 bar)

1. mérés 2. mérés 3. mérés 4. mérés 5. mérés 6. mérés

T [h] 1,1 2,1 2,1 1,7 1,6 2,1

c. [9/kg] 5 5 15 20 50 40
1 x ¢ [gh/kg] 5,7 10,7 31,8 33,6 82,0 81,9
GF3 (1) 0,0 0,5 3,6 4.4 5,7 8,1
GF3 (2 0,0 0,6 3,5 4,2 5,9 8,3
GF3 (3) 0,0 4,9 3,3 4,3 6,1 8,9
GF3 (Atlag) 0,0 1,9 3,4 4,3 5,9 8,5
GF2 (1) 9,2 13,7 26,9 28,7 30,6 32,2
GF2 (2) 9,7 14,2 26,7 28,6 30,8 32,2
GF2 (3) 9,5 13,5 25,7 27,5 31,7 31,8
GF2 (Atlag) 9,5 13,8 26,5 28,3 30,9 321
GF (1) 85,6 79,4 57,9 52,9 48,3 41,3
GF (2) 84,9 78,6 58,1 54,1 47,4 40,9
GF (3) 86,2 75,9 59,8 54,7 45,9 40,7
GF (Atlag) 85,6 77,9 58,6 53,9 47,2 40,9
G(1) 5,2 6,4 11,6 13,7 15,0 17,4
G2 5,4 6,7 11,7 13,1 15,4 17,5

G () 4,3 5,8 11,2 13,2 15,7 17,6

G (Atlag) 4,9 6,3 11,5 13,3 15,4 17,5
Total (FOS) 9,5 15,8 29,9 32,5 36,9 40,5

A tablazat tartalmazza az atlagos Tau (1) értekeket és az enzimkoncentraciokat (c.), ezek szorzatat valamint
a klldénbdzd komponensek koncentraciojat harom idévételi pontbdl és azok szamtani atlagat. A tablazat
alapjan meghatarozhatd, hogy abban a kisérletben, ahol a legnagyobb enzimkoncentraciot alkalmaztuk,
ott volt a legnagyobb GF3 koncentracio is. Ahol a tartdzkodasi idé a legrévidebb volt, ott pedig alacsony
koncentracidban képz8dott frukto-oligoszacharid. A kdvetkezd abra bemutatja a tablazatban dsszefoglalt
adatokat (4. abra).

A diagram alapjan meghatarozhato, hogy nagyobb t x ¢, értékhez kisebb GF (szacharz) és magasabb frukto-
oligoszacharid (GF2, GF3) koncentracioé tartozik, tehat nagyobb enzimkoncentracioval vagy a tartézkodasi

id6 ndvelésével javithato a konverzid hatasfoka.
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4. dbra. Komponensek koncentrdcidi a tartozkodasi id6 és az enzimkoncentracio fliggvényében (G — gliikoz,
GF - szacharoz, GF2 - 1-kesztoz, GF3 — nisztdz, F — fruktdz, Total FOS - ésszes frukto-oligoszacharid)

Az eredmények 6sszefoglalasa

A kutatasban a frukto-oligoszacharidok enzimes szintézisét vizsgaltuk szakaszos, illetve folyamatos
Uzemmaodu reaktorokban. A szakaszos UzemU keverds-tartalyreaktorban végzett szintézis soran a szachar6z
koncentracié tobb mint felére csdkkent a kiindulasi koncentraciéhoz képest, mig a frukto-oligoszacharidok
hozzavetSlegesen 45%-ban jelentek meg a termékben. A folyamatos Uzem( kever@s-tartalyreaktorban
végzett kisérletek eredményei alapjan megallapithatd, hogy a révid tartozkodasi idé esetén az enzimnek
nincs elég ideje az atalakitasra, igy a szachardz oldat tul gyorsan aramlik at a rendszeren és alacsony frukto-
oligoszacharid koncentraciét érhetiink el vele. A magasabb enzimkoncentracio alkalmazasaval megjelentek a
magasabb polimerizacios foku (GF3) frukto-oligoszacharidok is. Ebbdl kdvetkeztethetd, ha a gyartasi folyamat
soran GF3-at szeretnénk nagyobb mértékben szintetizalni, akkor javasolt a magasabb enzimkoncentracio
alkalmazasa. Az elsé mérés esetén volt a legkisebb a t x c_ érték: 5,7 gh/kg, ebben az esetben 85,6 w/w% a
szachar6z és 9,5 w/w% a frukto-oligoszacharidok koncentracidja. A hatodik mérésnél 81,9 gh/kg t x c_ érték
mellett 40,9 w/w % a szacharoz és 40,5 w/w% a frukto-oligoszacharid koncentracioja a vizsgalt termékben.
Megallapithatd, hogy nagyobb t x c_ értékhez kisebb szachar6z (GF) és nagyobb frukto-oligoszacharid (GF2,
GF3) koncentraciok tartoznak. Tehat az enzimkoncentracioé vagy a tartdzkodasi id6 ndvelésével javithato a
frukto-oligoszacharid kihozatal.

A frukto-oligoszacharid szakaszos szintézise egyszer(bb eljaras, a szakaszos lizemi reaktorok alkalmazasa-
kor hatrany a termékben Iév8é enzim inaktivalasa (h6kezeléssel és/vagy pH eltolassal), tovabba koéltséges
downstream mUveletekkel el kell tavolitani a rendszerbdl, ami a gyarté szamara tovabbi koéltségeket jelent,
viszont nagyon jo konverzids hatasfok érhetd el vele. A frukto-oligoszacharid bioszintézise folytonos tizem(
membranreaktor médszerének elénye, hogy az enzim inaktivalasara nincsen szlikség, hiszen a membran
alkalmazasaval visszatarthaté és vezethet6 a rendszerben, ezért az elvezetett termék enzimmentes
lesz, a biokatalizatorok tartésabb hasznalatat biztositja, illetve az enzimkoncentracié vagy a tartézkodasi
idé novelésével magas frukto-oligoszacharid kihozatal érhetd el, ami azt eredményezni, hogy nagylizemi
Iéptékben is hatékonyan lehet eléallitani.

A kutatas folytatasaként hasznos irany lehet az enzimstabilitds vizsgalata a folytonos Uzemd membran-
reaktorokban. Masik kutatasi irany lehet tovabbi enzimpreparatumok alkalmazésa oligoszacharidok eléallitasa

céljabol, igy lehetdéség nyilna akar Uj oligoszacharidok bioszintézisére is.
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Effect of Residence Time and Enzyme Load on
the Synthesis of Fructo-oligosaccharides in an
Enzymatic Membrane Reactor - Summary
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high performance liquid chromatography (HPLC), stirred tank reactor, enzymatic membrane reactor, sucrose

With the rise of health-conscious consumer attitudes, functional foods with beneficial effects are gaining
popularity, which have been shown to have a positive impact on health and may reduce the risk of developing
various diseases. In our research, we focused on oligosaccharides within the prebiotic food groups, in
particular fructo-oligosaccharides (FOS). Enzymatic synthesis of FOS from sucrose can be carried out in batch
or continuous reactors. In order to meet market needs, large-scale industrial production requires targeted
research on the optimisation of various operational parameters that maximize conversion rates. In this study,
we investigated the conversion of sucrose into fructo-oligosaccharides in batch and continuous reactors with
respect to operational parameters that have a major influence on the yield of fructo-oligosaccharides. The
sucrose to fructo-oligosaccharide conversion in a continuous enzyme membrane reactor was investigated
by varying the enzyme load (5-40 g/kg) and the residence time (1.1 h-2.0 h). The carbohydrate composition
of the resulting products was investigated by high performance liquid chromatography. During the synthesis
in a batch stirred tank reactor, the sucrose concentration was more than halved compared to the initial
concentration, while fructo-oligosaccharides were present in the product at approximately 45%. Our results
indicate that although the enzyme membrane reactor underperformes stirred-tank reactors in term of product
yield (45% vs 9.5-40.5%), it allows the production of enzyme-free FOS in a continuous fashion. With the use
of higher enzyme concentrations and/or longer residence times, fructo-oligosaccharides with a higher degree
of polymerisation (GF3) have also appeared in the product flow. The results were used to determine the
optimal settings of operational parameters, such as residence time and enzyme load, to achieve the highest
possible conversion.
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